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Summary
The advances that have been made on the effect of lichens on rock substrate have been
numerous. The first techniques used in order to know the type of biodeterioration produced by
lichen thal l i , were observations by light microscopy. The microchemical techniques that
followed this, such as X-Ray Diffraction and Infrared Spectroscopy, provided knowledge of
the mineral composition of the substrate which is in contact with the lichen thalli. This zone
is known as interface. More recently, the Scanning Electron Microscope has allowed observations
of the relationship between the hyphae of the lower part of the thallus and the topography of
the superficial part of the rock. In the current work, new applications of Scanning Electron
Microscopy are presented. The backscattered electrón image permits observation of the
penetration of living thalli elements in the rock. With this technique, it is possible to follow the
fissures underneath the lichen thalli and see at a cellular level the biological elements. This
technique is an importan! step in understanding the biodeterioration produced by lichens. It
allows clarification of such aspects as the ability of embedded minerals detached from the rock
among the hyphae and also the possibility of investigating organic and inorganic compounds
mixed with hyphae and algae. This technique, moreover, is promising for use in future
investigations of biodeterioration where the cellular morphology of the different organisms are
interesting, taking into account treatments with biocides.
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Resumen
Las aproximaciones que se han hecho al estudio del efecto de los liqúenes sobre el
sustrato rocoso han sido muy numerosas. Las primeras técnicas u t i l izadas para conocer qué
tipo de biodeterioro producen los talos liqucnicos fueron las observaciones con microscopio
óptico. Las técnicas microquímicas que siguieron a éstas (tales como Difracción de Rayos X
y Espectroscopia de Infrarrojos) posibili taron el conocimiento de la composición mineral de
la parte del sustrato que está en contacto con el liquen y que se denomina interfase. Más
recientemente, la microscopía electrónica de barrido condujo a observaciones sobre la relación
existente entre las hifas de la parte inferior del talo y la topografía de la parte superficial de la
roca. Este t rabajo presenta las nuevas aplicaciones de microscopía electrónica de barrido que
están permitiendo observar el modo en que los elementos vivos del talo penetran en el sustrato
rocoso. Con esta técnica se puede hacer un seguimiento de las fisuras bajo el talo l iquénico y
observar los elementos de naturaleza biológica presentes en las células. Esta técnica es de gran
ut i l idad para el estudio del biodeterioro producido por liqúenes porque permite clarificar
aspectos tales como la capacidad de englobar entre las hifas minerales arrancados de la roca
e investigar compuestos orgánicos o inorgánicos que, mezclados entre hifas o algas, están
incluidos en fisuras a varios milímetros de la superficie. Además, esta técnica, puede ser ú t i l
cuando sea necesario conocer la morfología celular de los organismos causantes del biodeterioro
para considerar la eficacia de t ra tamientos con biocidas.
Int roducción
El estudio de la interfase talo liquénico-sustrato rocoso ha sido abordado desde hace
varias décadas con la uti l ización de muy diversas técnicas. A partir de 1968, se empezaron a
uti l izar técnicas de raspado para aplicar las técnicas usuales de investigación en mineralogía
de arcillas al mater ia l obtenido de la interfase liquen-roca. Las primeras investigaciones en
este sentido fueron las de Dormaar (6) y las de Ascaso et al. (1). Dichas técnicas mostraron que
existían minerales en la zona de contacto liquen-roca que no estaban presentes en la roca
subyacente no alterada. En 1977, Hallbauer y Jahns (8) observaron directamente esta zona
mediante la aplicación de microscopía electrónica de barrido (SEM), cuyo poder de resolución
permitía mejores observaciones que las llevadas a cabo en investigaciones anteriores realizadas
con microscopio óptico. La técnica SEM se combinó por vez primera con microanálisis por
dispersión de energía de rayos X (EDX), con lo cual se obtuvo buena resolución asociada con
capacidad microanalítica. Sin embargo, debido al poco desarrollo de las técnicas en ese
momento, el EDX fue u t i l i zado ún icamente para discernir entre parte vegetal e inorgánica.
Entre los años 1980 y 1982 vieron la luz varios trabajos que combinaban técnicas de
microscopía óptica y de raspado (2, 7. 9, 10, 12). Con dichos trabajos se iba comprendiendo
cada vez más la mineralogía de la zona de interfase. ya que al material de raspado se aplicaban
técnicas de difracción de rayos X, espectroscopia de infrarrojos y microscopia electrónica de
transmisión (TEM). A la vez, aumentó el interés en la aplicación de técnicas no destructivas
para la investigación de la relación talo-sustrato. El desarrollo cronológico de la aplicación de
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técnicas tanto microanalít icas como microscópicas ha quedado revisado en el trabajo de
Ascaso y Wierzchos (4). En los últ imos años, un nuevo objetivo en este tipo de investigaciones
ha consistido en poner a punto técnicas con resolución suficiente para permitir conocer no
solamente la mineralogía sino también la ul t raestructura de los simbiontes liquénicos que están
en proximidad a los minerales investigados. En 1991 se investigó por microscopia electrónica
de transmisión, mediante cortes u l t raf inos , la relación estructural que existe entre las células
algales y fúngicas de un talo liquénico y los minerales adyacentes, observando además el
aspecto ul traestructural del alga y del hongo (3).
Sería muy deseable que el estudio de la interfase, fundamenta lmente cuando se trata de
liqúenes crustáceos, pudiera ser abordado por técnicas deTEM con EDX. Sin embargo, la TEM
presenta a lgunas dif icul tades en su ut i l ización para este tipo de investigaciones. Una de ellas
es la necesidad de obtener cortes ultrafinos del material de la interfase y otra es la limitación
del área de contacto liqucn-roca que puede ser colocada en el portamuestras del TEM.
En el presente trabajo, la aplicación de la técnica SEM con electrones retrodispersados
(BSE) y EDX posibilita el conocimiento de nuevos aspectos de la simbiosis liquénica y de su
relación con el sustrato, permitiendo conocer la localización de productos intra y extratalinos,
estudiar su naturaleza química e investigar la ul traestructura de los simbiontes del talo y de los
elementos biológicos que se s i túan en las fisuras de la roca existentes bajo el mismo.
Materiales y métodos
Las especies liquénicas Aspicüia intermutans (Nyl.) Arn. y Lecidea auriculata Th. Fr.
fueron recolectadas sobre roca granítica en Bustarviejo de la Sierra (Madrid). Los talos
liquénicos sobre sus correspondientes rocas fueron procesadas según el protocolo de prepara-
ción convencional de muestras biológicas para microscopia electrónica de transmisión utili-
zando como medio de inclusión la resina LR White. Una vez polimerizadas las muestras, se
llevó a cabo un corte transversal a la zona de contacto liquen-roca con una sierra de diamante.
La superficie resultante fue f inamente pulida. Las muestras fueron cubiertas con carbón y
observadas en un microscopio de barrido Zeiss DSM 960 provisto de detector de electrones
retrodispersados y de detector de rayos X para microanálisis.
Resultados y discusión
La Fig. 1 muestra la imagen que presenta un corte transversal de Lecidea auriculata
sobre granito. En la parte superior pueden observarse fragmentos de material biológico del talo
y un trozo de mineral de la roca que ha quedado separado del sustrato y englobado entre algas
e hifas del talo. A una distancia de 200 a 300 jam de la superficie puede verse una gran fisura
llena de material biológico procedente del talo. Anteriormente, se había hecho este tipo de
observaciones con microscopio óptico pero las fisuras de poco espesor no eran detectadas. En
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Fig. 1. Vista general de la interacción entre el talo deLecidea auriciilala y un sustrato granítico. D: parte
de la roca que ha quedado englobada entre los componentes del talo; F: f isura; R: roca; T: talo.
Fig. 2. Vista general de la interacción entre el talo de Aspicilia intermulans y un sustrato granítico. El
talo que está bien delimitado presenta algunas intrusiones en la superficie de la roca (flechas). F: fisuras; T: talo.
Fig. 3. Parte del talo de L. auriculata englobando minerales. La flecha señala la zona de micas cuyas
láminas están siendo separadas por las hifas del talo.
Fig. 4. Talo de Aspicilia mostrando los fotobiontes y con presencia de depósitos de material en la zona
medular (f lechas). A: algas (fotobiontes).
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la Fig. 2 se ve una imagen similar a la anterior correspondiente a la observación de la zona de
interfase de Aspicilia intermutans. El talo está asentado sobre la superficie y debajo existen
varias fisuras que se sitúan en paralelo a la superficie de la roca. La imagen muestra intrusiones
de la parte inferior del talo en la roca (flechas).
Otro aspecto interesante que es preciso apuntar , con respecto a la relación talo-sustrato en
la misma superficie de la roca, es la capacidad que tienen las hifas del talo para englobar
minerales de la roca. La Fig. 3 muestra un trozo de feldespato desgajado de la roca (según se
aprecia por los contornos que presenta) con material micáceo en su extremo que está siendo
exfoliado. Se puede apreciar que son las hifas del talo las que están penetrando por las líneas
de exfoliación (flechas). Esta observación, junto con otras realizadas en zonas próximas,
permite afirmar que la idea de contaminación cruzada, según la cual los minerales situados bajo
los talos liquénicos pueden proceder de otros lugares, debe ser revisada. No se descarta que
algunos de los minerales que se encuentran bajo el talo puedan haber llegado a esa zona por el
agua o el viento, pero sí es claro que las hifas del talo engloban minerales de la parte rocosa
que está inmediatamente debajo de ellas.
En la Fig. 4 se presenta un corte transversal del talo. En la parte inferior y en color más
claro aparece la roca. En la parte media superior se distinguen estructuras redondeadas que son
los fotobiontes y pueden verse con mucha claridad depósitos irregulares (flechas) en la zona
de la médula. La aplicación de EDX para el análisis de los depósitos irregulares permite
conocer que se trata de acúmulos de oxalato calcico. La presencia de oxalato calcico está bien
documentada en liqúenes. Ascaso et al. (2) encontraron oxalato calcico monohidrato al aplicar
difracción de rayos X al material obtenido por raspado del talo de Caloplaca calopisma
asentado en una roca calcárea. Oxalatos de cobre fueron encontrados en la médula de
Acarospora regulosa en rocas conteniendo minerales ricos en cobre (5, 11).
Con frecuencia, aparecen junto a los oxalatos minerales microdivididos (4) que son
fácilmente identificables gracias a la resolución de la técnica y en los que la aplicación de
microanálisis EDX puede ser de gran interés para determinar su grado de alteración.
En la Fig. 5 puede observarse un corte transversal del talo con parte de la roca en su zona
derecha, en una imagen semejante a la de la Fig. 4. Aquí se aprecia con mayor precisión el
aspecto de alga y hongo. No se ven, sin embargo, depósitos irregulares intratalinos similares
a los descritos en la figura anterior. Para una mejor definición en esta imagen de los elementos
biológicos, se ha sacrificado la posibilidad de observación de los compuestos inorgánicos. Las
imágenes de la ultraestructura de los simbiontes de la Fig. 5 se aproximan a las que podrían
hacerse por TEM. La Fig. 6 muestra una ampliación de una de las células algales observadas.
En la célula algal de la Fig. 6 puede apreciarse el cloroplasto central, con paquetes de tilacoides
(flechas), granos de almidón con aspecto oscuro, de 0,5 Jim de longitud y, centralmente, una
zona clara de perfil ovalado que es el pirenoide. Esta imagen tiene menor resolución que las
de fotobiontes, una vez obtenidos cortes ultrafinos del talo y observados por TEM. Sin
embargo, estas imágenes son un logro importante ya que permiten observar parte de la
ultraestructura del componente algal sin necesidad de obtener cortes ultrafinos. Además, hay
que tener en cuenta que la técnica permite observar varios centímetros cuadrados de la interfase
y centrarse, si se desea, en la observación citológica de los simbiontes. Esta observación
citológica puede ser de gran interés en todos los estudios de aplicación de biocidas.
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Fig. 5. Talo de Aspicilia en el que se resalta el aspecto anatómico. Se puede ver la disposición de los
hongos en las diferentes capas del talo. A: alga; H: hongo.
Fig. 6. Detalle de un fotobionte del talo de Aspicilia, mostrando la resolución de la técnica SEM+BSE.
C: cloroplasto; m: almidón; P: pirenoide. La flecha señala los paquetes de tilacoides.
Fig. 7. Fisura dentro de la roca granítica. La parte comprendida en el recuadro blanco de la parte superior
se muestra en detalle en la microfotografía inferior. La zona de la flecha blanca presenta una acumula-
ción de oxalato calcico.
Fig. 8. Detalle del inter ior de una f isura donde se observan algas, hongos y partículas minerales. A: alga;
H: hongo; M: minerales.
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Una vez examinada la parte superficial de la roca donde está asentado el talo, se pueden
ir observando las fisuras que se encuentran debajo del mismo. En las fisuras (Fig. 7) se mezclan
minerales microdivididos que t ienen su origen en las paredes de la fisura, compuestos
neoformados (recuadro blanco en microfotografía superior) y material biológico. En la
microfotografía inferior de la Fig. 7 se muestran con detalle los compuestos neoformados. La
observación de elementos biológicos que aparecen entremezclados con minerales y compues-
tos reviste grandes dif icultades. La técnica SEM+BSE permite superar algunas y ver las células
algales y fúngicas de las fisuras tal como muestra la Fig. 8. La obtención de buenas
microfotografías de los elementos de las fisuras ha sido uno de los objetivos más importantes
del presente trabajo. Se ha tratado de conseguir una buena observación de las algas y hongos
que están en las fisuras y también de otros organismos vivos que los acompañan, tales como
bacterias y cianobacterias.
Imágenes como las mostradas en la f igura citada sirven para comprender la profundidad
hasta la que pueden aparecer organismos vivos en la roca y tratar de determinar el estado
fisiológico de los organismos tras la aplicación de tratamientos contra el biodeterioro de los
sustratos.
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